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Purpose: The prognosis of bladder cancer is related to tumor grade and 
stage. Because these pathological changes are preceded by molecular 
alterations, new molecular markers are needed in early diagnosis. New 
target molecular biomarkers can be differentially expressed genes (DEGs) 
between normal and cancer tissues. We tried to find a new DEG and 
demonstrated that it may be related to the development of the bladder 
cancer. 
Materials and Methods: Cancer tissues were obtained from 39 patients 
with urothelial cell carcinoma, treated by transurethral resection of tumor 
(TURB) since 2002. Normal bladder tissues were obtained from the same 
patients during TURB. We compared the mRNA profiles between normal 
and cancer tissues using annealing control primer (ACP)-based Genefish-
ingTM PCR to identify the DEGs in normal and cancer tissues of one same 
patient. To validate the result of ACP-based GeneFishingTM PCR, reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed on those 
of 39 patients. 
Results: According to the result of ACP-based GenefishingTM PCR, EAR-3 
gene was only present or markedly upregulated in normal tissue, com-
pared with cancer tissues. The expression pattern that EAR-3 gene was 
downregulated in cancer tissues, irrespective of the clinicopathologic para-
meters was confirmed by RT-PCR in 39 patients. 
Conclusions: EAR-3 gene was downregulated in cancer tissues, 
irrespective of clinicopathologic parameters, compared with normal tissues 
in the bladder of the same patient. Therefore, we suggested that EAR-3 
gene may be also play a role in bladder cancer development. (Korean J 
Urol 2007;48:915-920)
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서      론
  방광암은 전 세계적으로 9번째로 흔한 악성종양으로 모든 
방광암의 95%는 이행상피세포암이다. 방광암으로 진단받
은 환자의 70%는 진단 당시 표재성 (Ta 또는 T1)으로 발견
되어 경요도방광종양절제술로 치료한다. 그러나 술 후 70%
의 환자에서 재발하고 15%는 침윤성으로 진행하기 때문에 
이러한 표재성 방광암환자들에서 조기 진단과 함께 질환의 
진행에 대한 정확한 예측이 가능하다면 적절한 치료를 선
택하는 데 도움이 될 수 있다.1
  방광경검사는 방광 내 악성 병변을 발견하는 데 기본이 
되는 검사방법이나 침습적이며, 상피내암종 (carcinoma in 
situ) 같은 편평한 병변들은 발견하지 못하는 단점이 있다.1 
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Table 1. Patients' characteristics
Patients analyzed for mRNA expression 
via RT-PCR (n=39)
Age (years)
Mean 61
Range 23-80
 Sex
Male 30
Female  9
Pathologic tumor stage
Ta  2
T1 24
T2  9
T4  4
Total no. superficial tumors (Ta+T1) 26
Total no. invasive tumors (T2+T4) 13
Grade
Low 17
High 22
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction
요세포검사는 비침습적이며, 방광경검사를 보완하기 위해 
흔히 임상에서 사용하는 검사법으로 상피내암종 같은 높은 
세포분화도의 병변 발견에는 특이도가 높으나, 판독의의 
주관적인 판단에 따라 진단이 달라지고 상대적으로 낮은 
감수성 때문에 진단적인 가치는 제한적이다.2 
  현재까지 방광암 환자의 추적관찰과 치료과정에 대한 중
요 결정 요인은 종양의 병기와 세포분화도이다. 그러나 병
리적인 판단에 의존한 종양의 병기 및 세포분화도의 결정
은 판독에 따라 달라지는 경향이 있고, 이러한 변수들은 아
직까지 질환의 진행경로를 충분히 정확히 예측하지 못하고 
있다.3 분자학적 변화들이 이러한 병리적인 변화들과 임상
적인 진행을 선행하기 때문에, 이러한 분자학적 변화들을 
파악할 수 있다면 예후에 관한 정보들을 조기에 얻을 수 
있다. DNA ploidy와 같은 분자의 거대한 변화들과 여러 염
색체들의 변화들이 방광암의 침윤성 병변으로의 진행과 연
관이 있다.4,5 DNA의 변화들 외에도 p53과 RB gene과 같은 
경우에서와 같이 mRNA 발현정도의 차이가 방광암의 진행
과 연관이 있다.6,7 그러나 이런 표지자들의 감수성이 낮고, 
방광암의 임상적인 진행경로를 정확히 예측하지 못하기 때
문에 새로운 표지자들이 필요하다.
  새로운 분자학적 표지자의 대상으로는 정상조직과 종양
조직사이에 다르게 발현되는 유전자들 (differentially expre-
ssed genes; DEGs) 또는 그로 인한 단백질산물들이 될 수 
있다. 이에 저자들은 두 조직 간에 다르게 발현되는 새로운 
유전자를 찾아 그 임상적인 의미를 찾고자 하였다. 
대상 및 방법
  2002년 6월에서 2004년 11월까지 본원에서 방광암으로 
진단되어 경요도방광종양절제술를 시행받은 환자 중 방광
암조직과 정상방광조직이 동시에 존재하는 39명의 환자를 
대상으로 하였다. 같은 환자의 방광암조직과 정상방광조직
을 구별한 후, Hwang 등8-11의 genefishing 방법에 따라 
annealing control primer (ACP)-based GenefishingTM polyme-
rase chain reaction (PCR)를 이용하여 두 조직에서의 mRNA
의 발현차이를 보이는 유전자들을 탐색하였다. 
  우선 방광암 환자에서 경요도방광종양절제술을 시행 후 
생리식염수로 방광 내부를 충분히 세척한 후에 방광암 부
위에서 3cm 이상 먼 방광암 의심 병변이 없는 부위에서 
정상요로상피에 대한 조직을 얻었다. 모든 조직표본들은 
80oC로 동결 보관하여 사용하였다. 표재성 방광암 환자 26
명 중 22명에서 경요도방광종양절제술 후 추가적인 방광 
내 약물주입요법을 시행받았다. 침윤성 방광암 환자 (n=13) 
중 경요도방광종양절제술 후 9명에서 근치적 방광적출술
을 시행받았으며, 4명은 술 후 항암화학요법를 시행받았다
(Table 1). 방광암의 병리학적 소견은 모두 이행상피세포암
이었으며, 정상방광조직은 병리의사에 의해 정상방광조직 
생검표본 내에 종양세포가 없음을 확인하였다. 방광암의 
세포분화도결정을 위해 WHO와 ISUP 기준을 사용하였고, 
병기결정을 위해 TNM 분류기준을 사용하여 임상병리적인 
변수들을 평가하였다.12 RNA 추출 전에 모든 방광암조직표
본들에서의 종양세포의 비율을 병리의사가 평가하였다. 
  종양조직과 정상조직에서 총 RNA를 추출하였다. 모든 
조직표본들은 무균의 막자 (sterile pestle)를 이용하여 1ml의 
Ultraspec II (Biotecx Lab., Houston, USA)에 넣어 분쇄하였
다. 제조사의 포로토콜에 따라 추출한 RNA를 260nm 흡광
도에서 정량하고, 일부는 Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent, 
Palo Alto, USA)를 이용하여 ‘Lab On a Chip’ (developed by 
Agilent Technologies, Waldbronn, Germany, in co-operation 
with Caliper Technologies, Mountain View, USA)법으로 정량
분석하여 RNA비율이 1 이상인 mRNA만을 취하여 사용하
였다. 
  DEGs의 가능성이 있는 유전자들을 파악하기 위해 ACP- 
based GenefishingTM PCR을 시행하여 같은 환자의 정상조직
과 종양조직 간의 mRNA양상을 비교하였다. First strand 
cDNA 합성을 위해 역전사는 3μg 정제된 total RNA, 4μl 
5x reaction buffer, 5μl dNTPs (각각 2mM), 2μl 10μM cDNA 
합성 primer dT-ACP1 (5’-CGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII 
(T)18-3’), 0.5μl RNasin RNase Inhibitor (40U/μl), 그리고 1μl 
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Fig. 1. Results of annealing control 
primer (ACP)-based polymerase chain 
reaction (PCR) for identification of 
differentially expressed genes (DEGs) 
from normal and cancer tissue. 
Arrowheads indicate 12 differential 
cDNA bands, excised from the gel 
for further cloning and sequencing 
and 35 band is found to be EAR-3 
gene according to the sequence 
homology search. 
Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (200U/
μl; Promega, Madison, USA)를 초기 용량 20μl로 42oC에서 
1.5시간 동안 시행하였다. 역전사 후 first strand cDNAs는 
GeneFishingTM PCR용 ultra-purified water 80μl로 희석하고 
사용시까지 20oC에 보관하였다.
  Second strand cDNA 합성과 일련의 PCR 반응은 단일 튜
브 내에서 시행되었다. Second strand cDNA 합성은 50oC에
서 3-5μl (약 50ng) 희석된 first strand cDNA, 10μl 2x Master 
Mix (씨젠, 서울, 한국), 1μl 10μM dT-ACP2, 1μl 10μM 임
의의 ACP를 25μl의 용량으로 반응하였다. PCR 반응은 
94oC에서 1분, 50oC에서 3분, 그리고 72oC에서 1분간 진행
된 후 40회의 증폭 cycles이 시행되었다. 각각의 cycle은 
94oC에서 40초간의 denaturation 과정, 65oC에서 40초간의 
annealing 과정, 그리고 72oC에서 40초간의 extension 과정을 
거친 후, 72oC에서의 5분간의 최종 extension 과정을 통해 
PCR 반응을 완료하였다. PCR 산물들은 2% agarose gels에
서 전기영동 후 ethidium bromide로 염색하였다.
  Gel 위에 전기영동하여 발현차이가 있는 다수의 cDNA 
bands 중에 GENCLEAN II Kit (Q-BIO gene, Carlsbad, USA)를 
이용하여 12개의 DEGs를 추출한 후 제조사의 포로토콜대
로 TOPO TA cloning vector로 바로 클로닝하였다. 클로닝된 
plasmids는 ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems, Foster City, USA)로 automatic sequencing을 수행하
였고 National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
GenBank의 BLASTX 탐색프로그램을 이용하여 분석하였
다. Sequence 분석결과를 토대로 하여 이들 중 종양조직에
서 발현이 저하되는 EAR-3 유전자를 선별하여 reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR)의 대상으로 선
정하였다. 
  ACP-based GenefishingTM PCR의 결과를 입증하기 위해 
EAR-3 유전자에 대한 RT-PCR oligodeoxynucleotides로 설계
하였고 (forward, 5'-CGG CAC GGC GGG GGA CAA GGG, 
reverse, 5'-TGC GTA CTG GCC TGG ATT GGG), RT-PCR를 
39명의 환자들의 두 조직들에 대해 시행하였다. First strand 
cDNA는 human β-actin 유전자로 정상화하고, 정상화된 
cDNA를 template로 사용하였다. PCR반응은 2-4μl (약 50ng) 
희석된 first strand cDNA, 10μl 2x Master Mix (씨젠, 서울, 
한국), 1μl 10μM primer 5’, 1μl 10μM primer 3’의 25μl로 
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Fig. 2. Reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) pro-
duct analysis by agarose gel electro-
phoresis and ethidium bromide stain-
ing showing the intensity of EAR-3 
gene expression in bladder cancer 
tissues (C) and normal bladder tissue 
(N) for each patient. The second line 
represents internal control β-actin 
expression.
Table 2. Incidence of lower EAR-3mRNA expression among 
superficial and invasive tumor types 
Variable  No. of patients  Decreased EAR-3 (%)
Stage
pTa  2  2 (100)
pT1 24 24 (100)
pT2  9  9 (100)
pT4  4  4 (100)
Grade
Low  17 17 (100)
High  22 22 (100)
Normal tissue  39  0 (0)
하였다. PCR 반응 후 PCR 산물들은 2% agarose gels위에서 
전기영동 후 ethidium bromide로 염색하였다.
결      과
  방광이행상피세포암조직과 정상방광조직이 함께 동결 
보관된 39명의 환자들을 대상으로 정상조직 및 종양조직에
서 추출된 mRNA에 대해 ACP-based GeneFishingTM PCR을 
시행하였다 (Fig. 1). 정상조직과 종양조직에서 유전자 발현
의 차이를 보인 다수의 cDNA band들 중 12개의 DEGs에 대
해 클로닝과 sequencing 과정을 거친 후 NCBI GenBank의 
BLASTX 검색프로그램을 이용하여 분석하였다. Sequence 
분석 결과를 토대로 하여 종양조직에 비해 정상조직에서만 
존재하거나 발현이 증가하는 것으로 나타난 EAR-3 유전자
를 RT-PCR의 대상으로 선정하였다. 
  방광암 환자 39명에서 정상조직과 종양조직에 대해 
EAR-3 유전자의 상태를 RT-PCR로 확인하였다. ACP-based 
GeneFishingTM PCR의 결과와 같이 RT-PCR에서도 39명의 
환자 모두에서 정상조직에서만 EAR-3 유전자가 발현되고 
종양조직에서는 발현되지 않거나 매우 약하게 나타났다
(Fig. 2). 이러한 EAR-3 유전자는 방광암의 병기와 세포분화
도 차이에 상관없이 모든 종양조직에서 발현이 저하되는 
것으로 나타났다 (Table 2).
고      찰
  방광암의 형성, 진행, 재발 및 예후척도에 대해 많은 인자
들이 있으나, 조기 진단을 좀 더 정밀히 예측하기 위한 새로
운 분자학적 표지자에 대한 연구는 계속되고 있다. 본 저자
들의 연구에서는 종양의 병기, 세포분화도와는 상관없이 
모든 종양조직에서 정상조직에 비해 EAR-3 유전자의 발현
이 저하되어 있었다. 
  EAR-3 유전자는 1988년 Miyajima 등13에 의한 cDNA 
cloning을 통한 분석에 의해 밝혀진 human v-erbA related 
genes 중의 하나이다. 다른 연구진들에 의해서는 chicken 
ovalbumin promoter 내의 direct repeat regulatory element에 결
합하는 homodimer로 발견되어 chicken ovalbumin upstream 
promoter-transcription factor I (COUP-TFI)로 명칭되었고, 그
동안 두가지 명칭으로 각각 불리며 연구되어 왔다. 이후에 
이어 COUP-TFII도 발견되었는데 그것 또한 다른 연구진들
에 의해 apolipoprotein regulating protein 1 (ARP-1)으로 독립
적으로 clone되었다.14,15 
  Orphan receptor는 리간드 (ligand)가 아직까지 밝혀지지 
않은 nuclear receptor를 의미하는 것으로 COUP-TFs는 그동
안 가장 많은 연구가 이루어져 온 orphan receptors 중의 하
나로, sequence를 분석한 결과 steroid/thyroid receptor (TR) 
superfamily의 member에 속한다. COUP-TFs는 homodimer를 
형성하거나 retinoid X receptor (RXR)와 몇몇의 다른 nuclear 
receptors와 heterodimer를 형성하여 다양한 spacings의 불완
전한 AGGTCA direct 또는 inverted repeats를 포함한 다양한 
response elements에 결합한다.16 일반적으로는 retinoid acid 
receptor (RAR), TR, vitamin D receptor (VDR), peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR), hepatocyte nuclear 
factor 4 (HNF4) 등과 같은 다른 nuclear hormone receptors에 
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대한 전사억제물질 (transcriptional repressor)로 알려지고 있
으나,17 상황에 따라 이러한 억제기능 외에도 많은 다른 
genes에 대해 양성적인 조절인자들로 작용할 수도 있다. 아
직까지 이러한 기능적인 양면성의 기전에 대해서는 정확히 
알려져 있지 않으나 일부 기전은 COUP-TFs과 작용하는 공
동조절인자 단백질 (coregulator protein)들의 종류에 따라 달
라질 수 있고, 또한 대상 유전자들의 촉진자 (promoter) 환경
에 따라서도 달라질 수 있다.18
  레티노이드 (retinoid)는 방광암을 포함한 여러 악성종양
들에 대해 항암효과를 나타낸다.19 최근의 연구들은 여러 다
른 종류의 종양세포들에 대한 레티노이드의 성장억제효과
를 매개하는 데 RARβ가 중요한 역할을 하며, 이러한 RARβ
의 소실이 종양세포들이 정상적인 성장조절을 벗어나는 중
요 요인이 되어 종양발생에 기여할 것이라고 추정하고 있
다.20-22 어떻게 RARβ 발현이 조절되고, 종양세포에서 소실
되는지는 아직까지 알려지지 않았다. Wu 등23은 COUP- TFs
의 발현이 폐암세포주에서 RARβ 유도와 레티노이드에 의
한 성장억제와 양성적으로 연관된다고 보고하였다. Lin 등
24은 레티노이드가 암세포에서의 RARβ 발현, 성장억제, 세
포고사를 유도하는 데 COUP-TFs가 필요하다고 보고하였
다. 레티노이드에 저항성이 있는 종양세포주들의 대부분에
서 COUP-TFs가 발현되지 않아 COUP-TFs의 소실이 종양세
포들에서의 레티노이드에 대한 저항성을 가지게 되는 중요
기전이 될 것이라고 추정하였다. 또한 어떻게 COUP-TFs의 
발현이 소실되는지 이해하는 것이 종양세포들에서 레티노
이드와 연관된 결손을 이해하는 것에 핵심적일 것이라고 
예상하였다. RARβ의 소실이 유방암 발생의 조기단계에 발
생한다는 사실은 COUP-TFs가 종양 발생에 역할을 할 수도 
있다는 것을 의미한다.25 
  이러한 여러 연구들에도 불구하고 아직까지 COUP-TFs
의 체내 기능에 대해서는 정확히 알려진 것이 거의 없다. 
본 연구에서 저자들은 EAR-3/COUP-TFI mRNA가 종양의 
병기, 분화도에 상관없이 종양조직에서는 발현이 저하되는 
것을 발견하여 이러한 EAR-3/COUP-TFI 유전자의 발현저
하가 방광이행상피세포암의 발생에 역할을 할 것이라고 추
정하였다. 이러한 종양조직들은 레티노이드에 대한 저항성
을 나타낼 것이고, 만약 이러한 종양조직에 EAR-3/COUP- 
TFI 유전자를 첨가하여 준다면 레티노이드의 항암효과를 
증가시키는 데 도움이 될 수 있다. 본 저자들의 연구에서는 
EAR-3/COUP-TFI mRNA와 단백질에 대한 양적인 측정을 
하지 않아, 향후 real time quantitative RT-PCR과 western blot 
분석을 이용한 추가적인 연구를 계획 중이며 이러한 연구
들은 궁극적으로 EAR-3/COUP-TFI 유전자의 생리적인 기
능과 그들의 고유한 리간드를 밝히는 데 도움이 될 것이다.
결      론
  정상방광조직과 종양조직 간에 다르게 발현되는 새로운 
유전자를 확인함으로써 방광암에 대한 새로운 표지자의 대
상을 찾고자 하는 연구를 한 결과 EAR-3/COUP-TFI 유전자
가 종양의 병기, 분화도에 상관없이 같은 환자의 정상조직
에 비해 종양조직에서 발현이 저하되었다. EAR-3/COUP- 
TFI 유전자가 방광이행상피세포암의 발생과정에 역할을 할 
수도 있다. 
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